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Riassunto 
 
Negli ultimi anni sono stati identificati e studiati numerosi geni responsabili della 
trasmissione ereditaria del tumore della mammella, in particolare BRCA1 e BRCA2 per i 
quali oggi si conoscono diverse mutazioni germinali patogenetiche note; ci sono, poi, 
numerosi altri geni ancora in fase di studio (ad esempio BARD1, PALB2, BRIP1, CDH1, 
PTEN, CHEK2 e TP53) che mostrano delle implicazioni sempre più concrete in relazione 
alla patologia in questione, nonostante ad oggi mutazioni di questi geni non rappresentino 
ancora un fattore di rischio certo e concreto per lo sviluppo del cancro della mammella, si 
parla, al momento, solo di “geni predetti patogenetici”. La conoscenza di questi e delle loro 
implicazioni risulta di grande importanza soprattutto nell’approccio ai tumori mammari 
“tripli negativi” (con recettori ormonali e per HER-2 negativi), dotati di caratteristiche 
solitamente aggressive e per i quali sussiste la necessità di individuare un trattamento 
terapeutico specifico, efficace ed adeguato. 
In questo elaborato è presente una revisione della letteratura sull’ argomento e vengono 
illustrati i risultati di un’ analisi retrospettiva che ha indagato il possibile ruolo delle 
mutazioni di molti geni di suscettibilità del tumore della mammella in un gruppo di 
pazienti con tumore “triplo negativo” non selezionate per storia familiare, mediante la 
valutazione del loro andamento clinico.    
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Capitolo 1. Il tumore della mammella: generalità 
 
1.1 Epidemiologia 
Il tumore della mammella è sicuramente il cancro più frequentemente diagnosticato nella 
donna in tutto il mondo, con una stima nel 2008 di oltre un milione di nuovi casi 
riconducibili a tale patologia (circa il 23% di tutti i tumori femminili, circa l’11% di quelli 
sia maschili che femminili
1). I tassi d’ incidenza più alti di tumore mammario si registrano 
in Europa Occidentale (78 casi ogni 100.000 donne
2
) ed in Nord America (90 casi ogni 
100.000 donne
3
), mentre questi sono decisamente più bassi in Africa, Asia ed America 
latina (dai 20 ai 40 casi circa ogni 100.000 donne
4
). Le donne razza caucasica hanno una 
probabilità leggermente superiore di sviluppare il cancro alla mammella rispetto a quelle 
afro-americane, tuttavia al di sotto dei 45 anni  è più comune nelle donne di colore. 
Nel Regno Unito il tumore alla mammella  rappresenta il 31% di tutti i nuovi casi di 
tumore nella donna. Nel 2010 si registrarono 49.961 nuovi casi di tumore mammario in 
questo paese (di cui il 99 % donne e l’ 1% uomini), e ad oggi si contano 157 ogni 100.000 
donne affette
2
, per cui 1 donna su 8 si attesta a rischio di sviluppare questa condizione 
morbosa. 
L’ Italia, in linea con le medie europee, attesta circa 40.000 nuovi casi l’ anno di cancro 
alla mammella. L’incidenza di questa patologia si mostra in leggero aumento rispetto al 
passato, risulta essere il 13.8% negli ultimi 6 anni, e sale al  28.6% per le donne d’età 
compresa tra i 25 ed i 44 anni che sono escluse dalle campagne di screening anche se ad 
elevato rischio familiare
3
. L’incidenza del tumore mammario femminile  appare correlata 
all’età più avanzata, nel Regno Unito tra il 2008 e il 2010 il 45% dei casi sono stati 
diagnosticati in donne con età superiore ai 65 anni, l’ 80% in donne al di sopra dei 50 anni 
d’età, per cui quasi la metà dei casi (48%) è stata diagnosticata nel gruppo d' età compresa 
tra i 50 ed i 69 anni.  Il tasso di incidenza standardizzato di tumore mammario nelle donne 
italiane, è di 114/100.000/anno
5
. 
Per contro da quasi 20 anni, la mortalità legata alla patologia mammaria è in riduzione di 
circa l’1.7% l’ anno5.  Questo effetto è legato alla diffusione massiva di adeguate 
metodiche di screening che consentono una diagnosi sempre più precoce e all’ impiego di 
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terapie mediche integrate sempre più efficaci sia nel setting adiuvante che nella malattia 
metastatica. Il tasso di mortalità standardizzato di tumore mammario nelle donne italiane è 
di 24/100.000/anno
5
. In Italia, prima di compiere 84 anni, una donna su 8 riceve una 
diagnosi di tumore al seno e una su 33 muore a causa di questa malattia, per un totale di 
oltre 11.000 decessi l’anno6. La mortalità per tumore mammario come abbiamo 
precedentemente affermato è in diminuzione, attualmente è inferiore a quella osservata nel 
1970. All’epoca morivano 24 donne ogni 100.000, oggi più di 37 ogni 100.000, in realtà, 
considerando che la popolazione italiana oggigiorno è più vecchia di quella di quaranta 
anni fa e che questo tumore colpisce di più le donne in età avanzata rispetto alle giovani, 
l’incremento della popolazione anziana fa aumentare il numero assoluto di donne che si 
ammalano, cancellando con l’artificio statistico della standardizzazione dei tassi l’effetto 
dovuto all’ invecchiamento, si riscontra che oggi le donne muoiono meno di 40 anni fa6. 
 
1.2 Eziologia 
Il tumore della mammella è una patologia multifattoriale che può prevedere un’ interazione 
tra molteplici fattori di varia natura: 
a. Fattori ambientali  
b. Fattori legati allo stile di vita  
c. Fattori ormonali  
d. Fattori genetici 
 
a. Fattori ambientali 
Esistono vari fattori ambientali intimamente correlati al processo di cancerogenesi; tra 
questi, degno di nota, risulta sicuramente l’inquinamento,  certe sostanze chimiche prodotte 
a livello industriale come i pesticidi possono persistere nell’ambiente concentrandosi 
lentamente ed andando ad interferire con la catena alimentare umana. Un  esempio è dato 
dai bifenili policlorinati, composti organici usati per vari scopi industriali e non facilmente 
degradabili, essendo più solubili nelle sostanze idrofobe piuttosto che idrofile. Questi 
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composti  possono accumularsi nei pesci carnivori come il salmone, ed una volta assunti 
dall’uomo con il cibo, vanno a depositarsi a livello del tessuto adiposo. Questi composti 
potrebbero avere un ruolo nello sviluppo dei tumori alla mammella. Tra gli agenti fisici  le 
radiazioni, sia ionizzanti che UV,  sono in grado di provocare danni al DNA e agire come 
potenziali carcinogeni, aumentando il rischio di tumore mammario. L’esposizione alle 
radiazioni include sia quelle usate per le indagini diagnostiche radiografiche, che quelle 
impiegate  per la Radioterapia. 
 
 
b. Fattori legati allo stile di vita 
 
Una dieta ricca di vegetali, frutta e fibre associata ad una regolare attività fisica, sembra 
conduca ad una diminuzione del rischio di sviluppare tumore mammario, mentre il 
consumo di alcol, una dieta ricca di grassi saturi e proteine animali e l' abitudine al fumo 
sembra che lo aumentino
7
. 
Secondo uno studio recente condotto su 109.118 uomini e 254.870 donne d’età compresa 
tra 37 e 70 anni, il 5% di casi di cancro alla mammella in Europa occidentale  può essere 
correlato al consumo di alcol, soprattutto se questo è superiore ai limiti massimi 
consigliati.. L'attività fisica, mezz’ora di camminata al giorno oppure da 3 a 5 ore di 
esercizio fisico moderato settimanale, è consigliata non solo per evitare un eccessivo 
aumento di peso, ma sembrerebbe utile per diminuire l’incidenza del tumore mammario. 
Nel corso degli ultimi 20 anni oltre 90 studi sono stati condotti in tutto il mondo per 
valutare l’effetto dell’attività fisica sull’incidenza della patologia tumorale mammaria, in 
tutti questi trials è stata dimostrata una riduzione media del 25% di rischio di tumore 
mammario nelle donne attive rispetto a quelle sedentarie. La dieta è considerata un fattore 
determinante altamente modificabile di rischio di cancro alla mammella,  l’obiettivo degli 
studi più recenti è quello di comprendere come e con quali meccanismi certi fattori 
alimentari possano favorire la resistenza delle cellule epiteliali mammarie alla 
disregolazione della crescita. Il tessuto adiposo è un organo endocrino, per cui conoscere l’ 
influenza di fattori dietetici sulla differenziazione precoce delle cellule in epiteliali 
mammarie potrebbe aprire nuovi spiragli nel diminuire il rischio di tale patologia..  
Uno studio recente mostra, in pazienti con tumore della mammella appena diagnosticato, la 
prevalenza di uno schema nutrizionale caratterizzato da una dieta a basso o bassissimo 
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consumo di cereali, verdure, frutta e pesce e ad elevato consumo di carne semplice e 
lavorata. Il consumo di fibre alimentari è stato associato ad una significativa riduzione 
della mortalità per cancro al seno. Documentato è anche l’ effetto benefico delle proteine 
della soia, che si esplica attraverso l’aumento di IGF-1 e IGFBP-3 e la diminuzione di 
SHBG (Sex Hormone Binding Globulin). La bassa incidenza di neoplasie e di malattie 
cardiovascolari nella popolazione di tutto il bacino del Mediterraneo è stata collegata alle 
ottime abitudini alimentari. I dati epidemiologici indicano, invece, che i grassi alimentari 
possono influenzare il rischio di tumore al seno, mentre EPA, DHA e PUFA (n-3) in gran 
parte ottenuto dal pesce, inibiscono la proliferazione delle cellule del cancro della 
mammella in vitro, riducendo l' inizio e la progressione di questa malattia in animali di 
laboratorio. Le donne con più alta assunzione di EPA e DHA hanno un rischio 
approssimativo del 25% ridotto di ulteriori eventi di carcinoma mammario [terzile 2: HR = 
0.74 (IC 95% = 0,58-0,94); terzile 3: HR = 0.72 (IC 95% = 0,57-0,90)] rispetto al terzile 
più basso di assunzione. Uno studio controllato condotto in Canada ha randomizzato 4.690 
donne a un gruppo di intervento oppure ad un gruppo di osservazione, dove il primo aveva 
ridotto l' assunzione di grassi al 15% delle calorie e di carboidrati del 65% .Una consistente 
riduzione della quantità di grassi nella dieta, non ha dimostrato riduzione del rischio di 
cancro alla mammella in donne con densità mammografica estesa. Dalla letteratura 
scientifica si evince che alcuni tipi di tumori sono più frequenti nei soggetti obesi rispetto a 
quelli con peso corporeo normale (circa il 3.2% dei tumori di nuova diagnosi negli uomini 
e l’ 8.8% nelle donne risultano associati ad elevato indice di massa corporea BMI), molti 
studi suggeriscono una correlazione più significativa tra il rapporto vita-fianchi (WHR) del 
soggetto in analisi e il rischio di sviluppare tumore, rispetto al BMI.  Attualmente viene 
presa in considerazione maggiormente la distribuzione del tessuto adiposo all' interno del 
corpo umano rispetto alla sola sua quantità. Sulla base dei risultati di molti studi clinici ed 
epidemiologici si può affermare che l'obesità è considerata un fattore di rischio per una 
serie di malattie tumorali tra cui anche i tumori della mammella nelle donne in post-
menopausa, che mostrano un rischio aumentato del 50%.  
Per quanto riguarda la prognosi, sia il rischio di sviluppare metastasi a distanza dopo 10 
anni dalla diagnosi (46%) sia il rischio di morire a causa della patologia dopo 30 anni dalla 
diagnosi (38%) sono risultati significativamente aumentati per i pazienti con BMI di 30 
kg/m
2
 o più. Il  BMI non ha alcuna influenza sul rischio di recidive loco-regionali, ma sia 
la terapia endocrina che la chemioterapia sembrano essere meno efficaci per i pazienti con 
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BMI superiore a 30 kg / m
2
. Un fattore di rischio indipendente nelle donne in pre-
menopausa sembra essere rappresentato dalla circonferenza fianchi, correlata alla 
produzione di estrogeni. Altro fattore di rischio è il fumo,  uno studio condotto in 3500 
donne in post-menopausa seguite per 10 anni ha dimostrato che il rischio di cancro al seno  
sia del 9%,HR 1,09 (95% CI 1,02-1,17) tra le ex-fumatrici e  del 16%, HR 1,16 (1,00-1,34) 
tra le fumatrici. Il rischio maggiore è stato riscontrato nelle donne che avevano fumato per 
50 o più anni HR 1,35 (1,03-1,77) rispetto a tutti i non fumatori, HR 1,45 (1,06-1,98), 
rispetto ai non fumatori a vita con nessuna esposizione al fumo passivo. Tra le donne che 
non avevano mai fumato quelle con la più ampia esposizione al fumo passivo (20 anni ≥ 10 
anni di esposizione durante l' infanzia ≥ esposizione come un adulto in casa, e 10 anni di 
esposizione ≥ come adulto sul posto di lavoro) hanno dimostrato un eccesso di rischio del 
32% di cancro al seno rispetto a coloro che non erano mai state esposte al fumo passivo 
HR 1,32 (1,04-1,67)
8
.     
 
c. Fattori ormonali 
Il menarca precoce, la menopausa tardiva (dopo i 55 anni) e la nulliparità rappresentano 
importanti fattori predisponenti al tumore della mammella. La maternità, invece, sembra 
avere un ruolo protettivo, le donne che hanno partorito presentano un rischio di tumore 
mammario inferiore del 25% rispetto a quelle che non hanno mai avuto figli, questo rischio 
è tanto minore quanto precocemente è avvenuto il primo parto della donna. L’effetto degli 
estrogeni assunti perlopiù a scopo anticoncezionale è stato difficile da stabilire e tuttora 
mostra dei lati oscuri. Nelle donne in pre-menopausa i dati disponibili sugli estrogeni sono 
più limitati e di difficile interpretazione a causa delle grandi variazioni degli estrogeni 
endogeni durante il ciclo mestruale, ma sono compatibili con una correlazione positiva tra 
estradiolo e rischio di cancro al seno.  Esistono delle evidenze che correlano invece  
l’utilizzo di terapia estrogenica sostitutiva post-menopausale con un rischio maggiore di 
1.5 volte di sviluppare un tumore mammario. Esistono anche correlazioni positive tra  
androgeni, prolattina e fattore di crescita insulino-simile e rischio aumentato di tumore 
mammario. Si stima che su 190.000 nuovi casi di tumore al seno diagnosticati negli Stati 
Uniti nel 2009,  il 70% sarà portatore di mutazione al recettore per gli estrogeni. Tale 
recettore regola la crescita, la differenziazione e l'omeostasi della ghiandola mammaria 
normale, la sua sovraesposizione ad estrogeni endogeni o esogeni in presenza di mutazione 
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potrebbe essere la causa di  tumore della mammella.  Agenti farmacologici  come gli 
inibitori dell’aromatasi che bloccano la sintesi degli estrogeni o che antagonizzano l’azione 
estrogenica come il tamoxifene  sono  utilizzati per la cura dei tumori mammari che 
esprimono recettori per estrogeni sulla loro superficie cellulare. 
 
d. Fattori genetici 
A questa categoria appartengono tutti quegli aspetti non modificabili che possono 
aumentare il rischio di sviluppare una neoplasia mammaria. Innanzitutto l’età rappresenta 
un elemento importante, dal momento che l'incidenza di questa patologia aumenta 
rapidamente con il progredire dell’età durante il periodo fertile. Dei 35000 casi 
diagnosticati in Italia ogni anno, circa 7000-8000 riguardano donne di età inferiore ai 50 
anni, 13000-14000 donne tra i 50 e i 70 anni e 8000-10000 donne di età più avanzate. Una 
donna di età inferiore ai 40 anni ha una possibilità di non sopravvivere al cancro al seno 
pari al 52%, soprattutto perché le forme tumorali che colpiscono l’età fertile sono 
solitamente più aggressive rispetto a quelle che insorgono in pazienti più anziane
9
.  
Anche un’anamnesi personale di neoplasie endometriali ed ovariche può predisporre 
maggiormente una paziente a sviluppare tumore mammario. Una storia familiare positiva 
per presenza di tumore mammario può incrementare il rischio di  sviluppare tumore 
mammario. Il rischio è stimato dalla WHO intorno al 7.8% per donne che non hanno avuto 
casi familiari di tumore al seno, al 13.3% per chi ha avuto un caso in parenti di primo 
grado e al 21.1% per chi ha avuto due casi. Sebbene la maggior parte dei casi di carcinoma 
mammario, infatti, siano “sporadici” insorgano cioè in donne senza una significativa storia 
familiare per questa patologia, esiste tuttavia una minoranza di casi, pari al 15% definiti 
“familiari”, in cui tale patologia possiede una frequenza superiore a quella della 
popolazione generale
9
.  
Negli ultimi anni sono stati identificati numerosi geni responsabili della trasmissione 
ereditaria del carcinoma mammario, in particolare BRCA1 e BRCA2, le cui mutazioni 
sono presenti in un 5-7% delle donne affette. In totale sono  responsabili di circa un terzo 
dei casi di carcinoma mammario ereditario.  Le mutazioni di BRCA1 o BRCA2 
conferiscono un rischio di sviluppare un tumore della mammella del 60-90%. Esistono 
anche altri geni  correlati con il tumore mammario che sono ancora in fase di studio ma  
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che mostrano delle implicazioni sempre più concrete con l’insorgenza di neoplasie 
mammarie, questi sono: p53, PTEN,  ATM, BARD1,  PALB2,  BRIP1,  CDH1 e  CHEK2. 
E’ consigliato, pertanto, alle donne con storia familiare di carcinoma mammario di 
sottoporsi a specifici esami genetici per verificare se abbiano o meno ereditato 
modificazioni patogenetiche a livello genico
9
.      
 
 
 
1.3 Screening 
La prevenzione secondaria è data dall’insieme di metodiche in grado di ridurre la mortalità 
specifica di una determinata neoplasia, attraverso una diagnosi precoce che consente di 
mettere in atto tutte le svariate opzioni terapeutiche. Questa condizione non è sempre 
possibile da mettere in pratica. Il cancro al seno si presenta come prototipo di neoplasia in 
cui la prevenzione secondaria è efficace: i soggetti che hanno un aumentato rischio di 
sviluppare questo tumore possono ridurre la sua morbilità e mortalità attraverso una 
diagnosi precoce che impatta fortemente in maniera positiva col successo terapeutico. 
 
Oggi lo screening per il tumore mammario prevede
10
: 
 
 Autopalpazione, dovrebbe essere effettuata almeno a partire dai 20 anni una volta al 
mese, tra il settimo ed il quattordicesimo giorno del ciclo (non esiste comunque 
evidenza di efficacia nello screening)
11
 
 Visita senologica periodica (non esiste comunque evidenza di efficacia nello 
screening
12,13
) 
 Ecografia mammaria, va riservata soprattutto a donne molto giovani come 
prevenzione secondaria, per evitare di sottoporle eccessivamente a radiazioni. (non 
esiste comunque evidenza di efficacia nello screening
14
). Inoltre non è stato ancora 
ben quantificato il rischio di ottenere falsi positivi o casi di “overdiagnosis” a causa 
dell’ impiego di questa metodica5. 
 Mammografia 
 RM mammaria, metodica annuale riservata alle donne BRCA1 e BRCA2 mutate a 
partire dai 25 anni d’età o da un’età inferiore di 10 anni rispetto a quella in cui un 
13 
 
familiare ha avuto diagnosi di tumore mammario. Deve essere associata ad 
un’ecografia mammaria semestrale. La risonanza magnetica potrebbe trovare 
indicazione anche nelle donne che abbiano ricevuto irradiazione toracica prima dei 
30 anni d’età, a causa dell’incrementato rischio di sviluppare tumore mammario 
legato alle radiazioni, iniziando dall’ età di 40 anni o comunque 8-10 anni dopo 
l’esposizione5. 
 
La mammografia, esame radiografico eseguito in due proiezioni, consente di evidenziare 
precocemente la presenza di noduli non ancora palpabili che possono essere di natura 
neoplastica, per cui rappresenta il “gold standard” nella prevenzione secondaria del 
carcinoma mammario. Secondo le indicazioni del Ministero della Salute italiano, nei 
programmi di screening viene offerta  alle donne di età compresa tra i 50 e i 69 anni e deve 
essere eseguita ogni due anni. In questa fascia d' età si concentra fino all' 80% dei tumori 
della mammella. Da tempo si discute sull’opportunità di estendere lo screening a donne più 
giovani, tra i 45 e i 49 anni, per l’aumentata incidenza in queste donne di patologie 
neoplastiche mammarie anche molto aggressive. Allo stesso tempo l’aumento della 
sopravvivenza in condizioni di buona salute fa pensare che possa essere vantaggioso 
prolungare la fascia di età in cui offrire lo screening fino a 74 anni. L'efficacia di un 
ampliamento della popolazione di screening alle donne tra i 45 e i 74 anni al momento è 
oggetto di studio
15
.  
 
 
1.4 Cenni di anatomia patologica 
Da un punto di vista istopatologico sono varie le tipologie di tumori che possono 
interessare la mammella (vedi Tabella1). 
 Il carcinoma invasivo o infiltrante di tipo non specifico (NST), comunemente noto come 
carcinoma duttale infiltrante di tipo non specifico, comprende il gruppo più ampio di 
carcinomi invasivi della mammella (70-80%), e rappresenta una entità non facilmente 
definibile poiché comprende un gruppo eterogeneo di tumori che non presentano 
caratteristiche sufficienti per poterli classificare come tipi istologici specifici, diversamente 
da come avviene per i carcinomi lobulari infiltranti, che rappresentano il 10-15% di tutte le 
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neoplasie maligne mammarie, e per i carcinomi  tubulari. Per alcune di queste forme 
possono esistere varianti istologiche o forme miste caratterizzate dall’associazione di due o 
più tipi istologici.  
La metà dei casi di carcinoma insorge nel quadrante superiore esterno (QSE) della 
mammella, il 20% nell’area centrale o sub-areolare, il 10% in ciascuno dei rimanenti tre 
quadranti; la maggiore incidenza nel QSE è verosimilmente legata al fatto che in questa 
zona è presente la maggior parte dell’albero ghiandolare. Sia i carcinomi infiltranti che 
quelli in situ possono contenere delle microcalcificazioni piccole, numerose e riunite a 
gruppi, di grande utilità per la diagnosi mammografica di neoplasia maligna. 
La differenziazione cellulare può essere definita in base alla presenza o assenza di 
determinati parametri quali il pleomorfismo nucleare, la presenza e configurazione delle 
strutture ghiandolari, il pattern di crescita, l’infiltrazione infiammatoria, la formazione di 
tubuli e l’ indice mitotico16. Il grading  tumorale esprime la valutazione delle capacità 
aggressive e della malignità delle cellule di un dato tessuto tumorale e tiene conto di 
alterazioni cellulari riscontrabili alla microscopia
17
.  
 
Si identificano 3 gradi di differenziazione cellulare: 
· grado 1 (G1): neoplasie ben differenziate; 
· grado 2 (G2): neoplasie moderatamente differenziate; 
· grado 3 (G3): neoplasie scarsamente differenziate. 
La prognosi di questi tumori peggiora in maniera evidente dalle forme G1 a quelle G3. 
 
 
1.5 Quadro clinico, modalità di diffusione ed esami diagnostici 
I tumori maligni della mammella solitamente compaiono svincolati da alcun corredo 
sintomatologico, soprattutto nelle forme iniziali; uno studio condotto su quasi mille donne 
con dolore al seno ha dimostrato che solo lo 0,4% di queste aveva una lesione maligna, 
mentre nel 12,3% dei casi erano presenti lesioni benigne, per cui il dolore che esse 
riportavano era legato solo alle naturali variazioni ormonali presenti durante il ciclo 
ovarico e mestruale
18
. Importanti, invece, sono la ricerca di eventuali noduli duri palpabili 
15 
 
o addirittura visibili, l’ispezione del capezzolo per valutare se questo appare protruso o 
rientrante, la presenza di secrezioni sospette dal capezzolo specie se monolaterali e 
modificazioni della forma della mammella o della cute in alcune aree localizzate, che può 
apparire arrossata, edematosa ed assumere un aspetto caratteristico “a buccia d’ arancia”. 
Si possono apprezzare anche tumefazioni linfonodali a livello del cavo ascellare 
omolaterale alla presenza del nodulo mammario o in sede sovraclaveare sempre 
omolaterale. 
I carcinomi mammari possono diffondere per continuità nel contesto dell’organo di 
partenza della neoplasia, per contiguità verso la superficie cutanea che riveste la mammella 
interessata o in profondità con interessamento eventuale del muscolo piccolo pettorale, 
della parete osteo-muscolare o della pleura omolaterale (da cui la possibilità di diffondere 
per via endocelomatica), oppure per via linfatica o ematica. L’invasione linfatica 
solitamente è precoce e riguarda soprattutto i linfonodi ascellari omolaterali al tumore di 
partenza, ma anche i linfonodi mammari interni omolaterali. Ogni altro interessamento 
linfonodale è da considerarsi metastasi a distanza (sovraclaveari, cervicali, mammari 
interni controlaterali). L’ invasione per via ematica del carcinoma della mammella ha delle 
sedi preferenziali di interessamento, che sono polmone, scheletro, fegato, surrene ed 
encefalo (soprattutto nei tumori HER-2 positivi può rappresentare la prima sede di ripresa 
della malattia). 
 
Nella diagnosi di carcinoma mammario ancora oggi oltre il 60% delle donne riscontra la 
presenza di un  nodulo sospetto attraverso l’autopalpazione, quindi sicuramente un 
controllo regolare del proprio seno appare importante ed è anche stato dimostrato che lo 
stadio medio di malattia alla diagnosi e più favorevole nelle donne che praticano 
regolarmente l'autoesame rispetto a quelle che non lo praticano, e può fornire informazioni 
utili al clinico ad esempio sul tempo di comparsa della lesione, sulla sua evoluzione 
volumetrica nel tempo,..  
Nella prosecuzione delle indagini diagnostiche di tale patologia rivestono certamente un 
ruolo fondamentale un’anamnesi accurata (soprattutto per indagare la presenza di 
un’eventuale familiarità) e l’esame obiettivo,  attraverso le manovre di ispezione e 
palpazione. 
Il passaggio successivo riguarda la diagnostica strumentale,  il paziente viene sottoposto ad 
un esame radiologico se non sussistono particolari controindicazioni: la mammografia.  
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L’ecografia mammaria, invece, rappresenta l’esame di elezione delle donne giovani 
sintomatiche ed integra la mammografia in presenza di seno denso, aumentandone così la 
sensibilità sia per lesioni palpabili che non. La Risonanza Magnetica, come abbiamo già 
detto, è impiegata nello studio di donne a rischio genetico o ad elevato rischio familiare per 
carcinoma mammario, oppure come esame complementare in situazioni dubbie o peculiari. 
 
La conferma cito/isto-patologica della malattia viene eseguita mediante un esame 
citologico condotto su: 
 
 secrezioni dal capezzolo; 
 contenuto di cisti; 
 materiale da apposizione/abrasione di lesioni erosive del capezzolo; 
 agoaspirato di tumefazioni solide palpabili o non palpabili (citologia percutanea).
     
In mani sufficientemente esperte l’esame citologico per agoaspirazione ha una sensibilità 
per il carcinoma mammario del 90-95%, specificità >99% e tasso d’inadeguatezza inferiore 
al 10%
19
. 
 
1.6 Stadiazione 
La diagnosi di carcinoma mammario precede un secondo momento cruciale per la scelta 
dell’iter terapeutico e per la valutazione prognostica della patologia: la stadiazione di 
malattia. Dopo un accurato esame clinico per la valutazione dell’ estensione locale della 
malattia, al paziente vengono richiesti insieme agli esami ematochimici di routine per lo 
studio della sua funzione epatica e renale e della composizione del suo sangue, anche degli 
specifici markers tumorali: il CEA e il CA15-3; essi vengono utilizzati come indici 
prognostici nei soggetti affetti da neoplasia mammario dal momento che si innalzano in 
presenza di malattia, ma soprattutto rientrano nei range di normalità all’eradicazione di 
questa, per poi aumentare nuovamente in caso di recidiva locale o a distanza. Il primo è 
meno specifico del secondo e viene utilizzato per questo anche nella stadiazione di altre 
patologie neoplastiche ed ha un cut-off di normalità di 2ng/ml, il secondo specifico per la 
mammella ha un cut-off di 25U/ml
20
. 
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Proseguendo nella stadiazione del carcinoma della mammella, il paziente affetto da 
patologia diagnostica viene indirizzato a vari esami strumentali per configurare il suo 
quadro di malattia in maniera dettagliata: innanzitutto è sottoposto a controllo 
mammografico in modo da valutare l’estensione locale del processo patologico mammario. 
Fortemente consigliati nel periodo pre e perioperatorio sono Rx torace in 2 proiezioni, 
ecografia addomino-pelvica e scintigrafia ossea, con lo scopo di valutare le condizioni 
degli organi più frequentemente colpiti da interessamento neoplastico secondario 
mammario. Nel caso in cui sia presente evidenza della diffusione della malattia, il paziente 
verrà sottoposto ad indagini  diagnostiche più approfondite come  TC total body, TC/PET, 
RM di specifici distretti. 
 
Dall’esame istopatologico post-chirugico condotto sulla neoplasia mammaria è possibile 
concludere la stadiazione tumorale facendo riferimento al sistema TNM. Tale sistema 
valuta la malattia neoplastica attraverso lo studio di tre parametri: T (Tumor) indica 
l’estensione locale della malattia; N (Nodes) il numero dei linfonodi coinvolti e M 
(Metastasis) la presenza di localizzazioni a distanza. Dal gennaio 2010 è in uso il sistema 
di classificazione TNM rivisto dall’ American Joint Commitee on Cancer (AJCC-settima 
edizione
21
).  (vedi Tabelle 2 e 3). 
 
 
 
1.7 Fattori prognostici   
 
Esistono fattori validati che si sono dimostrati essere importanti dal punto di vista 
prognostico ed utili nella scelta del tipo di trattamento da effettuare in caso di carcinoma 
della mammella, quali
22
: 
 
a. Dimensioni del tumore 
b. Stato dei linfonodi ascellari 
c. Grado istologico 
d. Attività proliferativa (Ki67 – Mib-1) 
e. Tipo istologico 
f. Invasione vascolare peritumorale 
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g. Stato di HER-2 
h. Stato dei recettori ormonali 
i. Età della paziente (< 35 anni: prognosi peggiore) 
 
 
a. Dimensioni del tumore 
E’ difficile definire un valore soglia al di sotto o al di sopra della quale il tumore possa 
essere considerato a buona o a cattiva prognosi, fatta eccezione per i tumori molto piccoli. 
  
b. Stato dei linfonodi ascellari 
Dovrebbe essere considerato come una variabile continua e valutato insieme agli altri 
fattori prognostici. I risultati dello studio MIRROR hanno evidenziato come la presenza di 
cellule isolate o di micrometastasi nei linfonodi regionali si associ, in assenza di terapie 
adiuvanti, ad una peggiore sopravvivenza libera da malattia
23
. 
 
c. Grado istologico 
Un grado istologico elevato (G3) è considerato un fattore prognostico sfavorevole 
a differenza di un grado istologico basso (G1). Più difficile è la valutazione di un grado 
istologico intermedio (G2). 
 
d. Attività proliferativa 
L’attività proliferativa misurata con il “Ki67 labeling index” (percentuale di nuclei di 
cellule tumorali che si colorano con l’anticorpo per la proteina Ki67 codificata dal gene 
KI67), è oggi un fattore prognostico riconosciuto.  Alcuni studi hanno mostrato il suo 
valore prognostico e la sua utilità nel predire la risposta e l’outcome clinico. Ad oggi non è 
ancora possibile definire un valore soglia unico al di sotto o al di sopra del quale il tumore 
possa essere definito a bassa o ad elevata attività proliferativa al fine di predire l’efficacia 
della chemioterapia o dell’ormonoterapia. 
 
e. Tipo istologico 
Generalmente gli istotipi lobulare e tubulare sono considerati a miglior prognosi. 
 
f. Invasione vascolare peritumorale 
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L’ invasione vascolare, definita come presenza di chiari segni di invasione in almeno dieci 
campi microscopici, non è universalmente accettata come fattore prognostico. In diversi 
studi è stato riportata essere predittiva di una peggiore sopravvivenza libera da ripresa di 
malattia e di sopravvivenza globale nelle pazienti con linfonodi negativi  e con altri fattori 
di rischio quali il grado istologico, le dimensioni del tumore e lo stato dei recettori 
ormonali
24,25
.  
 
g. Stato di HER-2 
La sovraespressione di HER-2 all’immunoistochimica o l’amplificazione genica di HER-2, 
presente in circa il 15-20% dei carcinomi mammari, rappresentano un consolidato fattore 
prognostico di aggressività tumorale  e  un fattore predittivo di risposta ai farmaci anti-
HER2 (ad esempio trastuzumab, lapatinib, pertuzumab) e di verosimile resistenza al 
tamoxifene
26
. Il metodo immunoistochimico valuta l’eventuale sovraespressione del 
recettore HER-2, l’ibridazione in situ mediante fluorescenza (FISH) misura 
l’amplificazione del gene. Il tumore viene definito HER-2 positivo se con la metodica 
immunoistochimica viene data una positività di 3+ oppure se risulta amplificazione genica 
con la metodica FISH. Nei casi risultanti 2+ è importante eseguire sempre la valutazione 
dell’amplificazione genica; la definizione dei cut-off di positività per HER-2 è stata 
riconsiderata dalle raccomandazioni dell’ ASCO-CAPP con modificazione delle 
percentuali di positività dal 10 al 30% per lo score 3+.  
 
h. Stato dei recettori ormonali 
E’ importante definire lo stato sia dei recettori estrogenici che progestinici e riportare la 
percentuale delle cellule positive, che deve essere valutata come una variabile quantitativa 
continua. Le nuove raccomandazioni dell’ASCO per la determinazione 
immunoistochimica dei recettori ormonali (ER e PgR) considerano positivi i tumori con 
almeno 1% di cellule positive
27
. I tumori con elevati livelli di recettori sono quelli che 
hanno maggiori probabilità di beneficiare di una terapia ormonale, anche se molti altri 
fattori possono influenzare l’ormonoresponsività, tra questi lo stato di HER-2, il grado 
istologico ed il Ki67. L’ espressione dei recettori ormonali estrogenici e progestinici è da 
considerarsi un fattore prognostico positivo. 
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Alla luce di quanto detto i fattori prognostici negativi riguardanti il carcinoma della 
mammella si possono riassumere in: interessamento neoplastico linfonodale, dimensioni 
del tumore (T) <1-2cm, G3, recettori ormonali negativi, elevata attività proliferativa, 
iperespressione della proteina HER2-neu ed invasione neoplastica linfatica o vascolare 
peritumorale. 
 
 
 
1.8 Inquadramento generale sul trattamento del carcinoma mammario 
 
Nell’ambito della terapia per il tumore della mammella possiamo distinguere 3 situazioni: 
 
1. Malattia loco-regionale : presenza di un nodulo mammario con o senza 
coinvolgimento linfonodale. In questa situazione, che rappresenta la maggioranza 
dei casi, si procede con un intervento chirurgico più o meno conservativo a seconda 
delle caratteristiche della neoplasia, della sua estensione e dei fattori prognostici. 
L’intervento di quadrantectomia consiste nell’asportazione del quadrante 
mammario in cui è presente la neoplasia, la mastectomia radicale consiste 
nell’asportazione di tutta la mammella. Per valutare il coinvolgimento linfonodale 
ascellare da parte del carcinoma mammario senza dover necessariamente ricorrere 
allo svuotamento ascellare omolaterale alla neoplasia, oggi viene eseguita la 
biopsia del linfonodo sentinella. Questa tecnica consiste nell’iniettare un tracciante 
radioattivo a livello della sede del nodulo mammario, che si distribuisce attraverso 
la rete linfatica ai linfonodi responsabili del drenaggio di quella regione, si 
identifica, in questo modo, il primo linfonodo drenante quella area e si asporta per 
analizzarlo. Solo in caso di positività si ricorre alla linfoadenectomia ascellare. La 
metodica della biopsia del linfonodo sentinella ha un valore predittivo positivo del 
90-95% e una quantità di falsi negativi inferiore al 3%. 
Successivamente il trattamento della patologia mammaria viene completato 
mediante terapia medica adiuvante.  In caso di positività di espressione da parte del 
tumore dei recettori estrogenici e progestinici associata agli altri fattori prognostici 
favorevoli il trattamento adeguato sarà una terapia ormonale a base di antiestrogeni 
come il tamoxifene in associazione ad LHRH analoghi in premenopausa o di 
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inibitori dell’aromatasi come letrozolo, anatrozolo ed examestane in 
postmenopausa. In caso di positività dei recettori ormonali estrogenici e/o 
progestinici associata a  fattori prognostici sfavorevoli sarà indicato un trattamento 
chemioterapico adiuvante e successivamente un trattamento ormonale. In caso di 
negatività dei recettori ormonali il trattamento adiuvante conterrà esclusivamente 
chemioterapia. La chemioterapia adiuvante nel carcinoma mammario è stata 
introdotta a partire dagli anni ’70 del secolo scorso, ed il regime che allora veniva 
principalmente impiegato era il CMF (ciclofosfamide, metotrexate e fluorouracile). 
Nel corso degli anni questa terapia si è evoluta, con l’ avvento delle antracicline 
(doxorubicina ed epirubicina) negli anni ’80 e dei taxani (taxolo e taxotere) negli 
anni ’90, fino ad arrivare alla nascita della cosiddetta “Target Therapy” con 
l’utilizzo del trastuzumab,  anticorpo monoclonale anti-HER-2, in associazione a 
chemioterapia adiuvante nei tumori HER-2 positivi. Per il trattamento adiuvante del 
carcinoma mammario oggi si preferiscono  schemi sequenziali, (ad esempio FEC 
seguita da taxani). 
 
La radioterapia adiuvante completa sempre il trattamento chirurgico conservativo 
(quadrantectomia) ed è indicata anche in tutti i casi in cui vi sia un coinvolgimento 
dei linfonodi ascellari (> 3 linfonodi)  della catena mammaria interna. Gli obiettivi 
del trattamento adiuvante, che viene effettuato in assenza di malattia macroscopica, 
sono la riduzione del tasso di riprese di malattia sia locali che a distanza e 
l’aumento della sopravvivenza. 
 
2. Malattia localmente avanzata: malattia non operabile. In questi casi è utile un   
trattamento chemioterapico neoadiuvante che consenta di ridurre le dimensioni del 
nodulo e di permettere un intervento chirurgico il più possibile conservativo. In 
genere dopo la chirurga si completa il trattamento adiuvante con radioterapia, ed 
eventuale ormonoterapia. 
 
 
3. Malattia metastatica: nonostante i trattamenti adiuvanti disponibili, ad oggi circa il  
20-30% delle pazienti affette da carcinoma mammario ricade a livello sistemico.  In 
questo setting si possono utilizzare a scopo palliativo trattamenti sistemici sia 
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ormonoterapici che chemioterapici (monochemioterapia o polichemioterapia). Nel 
trattamento chemioterapico del tumore mammario metastatico si possono utilizzare 
anche farmaci biologici di ultima generazione in associazione a chemioterapici 
tradizionali. Nel tumore mammario HER-2 negativo si può ricorrere al 
bevacizumab, un anticorpo monoclonale con attività antineoangiogenetica che 
inibisce il VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) interferendo con la 
formazione di nuovi vasi tumorali, si utilizza in associazione con il paclitaxel. Nel 
tumore mammario HER-2 positivo, abbiamo a disposizione vari farmaci biologici.  
Il trastuzumab, anticorpo monoclonale anti Her2 è stato il primo ad essere utilizzato 
ed oggi è registrato anche per la terapia adiuvante. Nel trattamento di prima linea 
metastatica nel tumore mammario Her2 positivo è stata da  pochi mesi registrata 
l’associazione di petuzumab, trastuzumab e docetaxel. Altro farmaco biologico di 
nuova concezione è il T-DM1 (trastuzumab–emstansine) registrato in seconda linea 
in caso di progressione al trastuzumab. La particolarità di questo farmaco è data 
dalla sua struttura: una molecola di trastuzumab alla quale sono state legate da 3 a 4 
molecole di miatensina un forte citotossico che agisce sul fuso mitotico. Infine il 
lapatinib, piccola molecola inibitore della tirosinchinasi intracellulare, da utilizzare 
in associazione alla capecitabina in tumore mammario HER-2 positivo resistente al 
trastuzumab. I trattamenti locali utilizzabili nella malattia metastatica sono la 
radioterapia e le terapie di supporto sintomatiche, ad esempio bifosfonati in caso di 
metastasi osteolitiche dolorose. La chirurgia delle metastasi nel tumore mammario 
non è sempre consigliabile,  ma da riservarsi solo in casi particolari come metastasi 
epatiche singole  in risposta ottimale dopo chemioterapia. 
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Capitolo 2. Il tumore della mammella nelle pazienti con tumore  
“triplo negativo” 
 
2.1 Classificazione in base ai profili  genici   
Il tumore della mammella è una malattia eterogenea, per cui pazienti con tumori 
apparentemente simili per caratteristiche clinico-patologiche possono presentare un 
decorso assai diverso; in seguito alle indagini di biologia molecolare condotte sul profilo 
genico
28
 dei carcinomi della mammella sono stati individuati quattro sottotipi di carcinomi 
invasivi, come era stato anche evidenziato da un lavoro pubblicato su Nature nel 2000
29
, 
dove era stata confermata l’associazione esistente tra fenotipi particolari ed una 
determinata espressione genica: 
 
“luminal A”: neoplasie mammarie con espressione dei recettori ormonali estrogenici e 
progestinici, assenza di iperespressione di HER-2 e bassa attività proliferativa; hanno una 
prognosi favorevole, si tratta di tumori indolenti con minore aggressività degli altri. 
 
“luminal B”: neoplasie che, pur possedendo l’espressione dei recettori ormonali e 
l’assenza di iperespressione di HER-2, hanno una spinta proliferativa elevata ed un corredo 
di espressione dei geni di proliferazione che li accompagna; possono essere modestamente 
aggressivi, ma hanno caratteristiche prognostiche sfavorevoli, dunque un rischio di 
recidiva elevato. Talvolta possono presentare anche iperespressione di HER-2. 
 
“HER-2 enriched”: presenza di espressione di HER-2, ma recettori ormonali negativi; la 
prognosi di questi tumori non è buona. 
 
“basal-like”: neoplasie caratterizzate dall’ assenza di espressione dei recettori ormonali e 
di HER-2, con aumentata espressione delle citocheratine mioepiteliali basali (CK5/6 e CK 
17); tali tumori vengono definiti, perciò, “tripli negativi”. Recentemente è stato identificato 
un sottogruppo di neoplasie con assenza di espressione dei recettori ormonali e di HER-2, 
ma con markers di cellule staminali, bassa espressione di claudine (proteine di giunzione 
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cellulo-cellulari) e infiltrati linfocitari, questo gruppo definito “claudin-low” rappresenta 
solo il 5% di tutti i tumori ed è caratterizzato da cattiva prognosi
30,31
 (vedi Figura ). 
 
 
 
2.2 Confronto tra i profili “triplo negativo” e “basal-like” 
 
Nella pratica clinica, grazie ad una valutazione immunoistochimica che considera lo stato 
dei recettori ormonali, di Ki-67 e di HER-2, possono essere identificati dei sottogruppi 
fenotipici di carcinoma mammario che presentano una buona corrispondenza con i 
sottogruppi classificati in base ai profili di espressione genica
32
. Tali sottotipi, che hanno 
una rilevanza clinica ed implicazioni terapeutiche importanti anche a livello del 
trattamento adiuvante sono
33
: 
 
 luminal A (42-55%): recettori ormonali positivi, HER-2 negativo e bassa attività 
proliferativa (di cui fanno parte molto frequentemente alcuni istotipi specifici quali 
carcinoma tubulare, carcinoma lobulare di tipo classico). 
 
 luminal B/ HER-2 negativi (16-19%): recettori ormonali positivi, HER-2 negativo 
ed alta attività proliferativi. 
 
 luminal B/HER-2 positivi (16-19%): recettori ormonali positivi, HER-2 
sovraespresso (3+ ad immunoistochimica) o amplificato (FISH), qualsiasi valore di 
attività proliferativi. 
 
 HER-2 positivi [non luminal] (7-12%): HER-2 sovraespresso (3+ ad 
immunoistochimica) o amplificato (FISH) ed entrambi i recettori ormonali 
negativi. 
 
 “tripli negativi” (13-25%): assenza di espressione dei recettori ormonali e 
negatività di HER-2.   
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Analisi retrospettive hanno associato i quattro sottotipi a differenze in sopravvivenza libera 
da malattia, sedi di ripresa di malattia e sopravvivenza globale
34
. 
 
La corrispondenza tra il fenotipo “triplo negativo” individuato su base immunoistochimica 
e il sottogruppo intrinseco “basal-like” individuato su base genica, esiste solo nel 75-80% 
circa dei casi, a dimostrazione ulteriore dell’ estrema eterogeneità presente all’ interno di 
questi sottogruppi. Morfologicamente entrambi sono riconducibili a carcinomi duttali 
infiltranti di alto grado e l’immunofenotipo basal-like mostra positività per citocheratine 
basali, EGFR, c-kit, vimentina, calponina1, calveolina2 e laminina, che ne permettono la 
caratterizzazione. Si tratta di tumori frequentemente p53 mutati e caratterizzati da 
instabilità genomica
35
, con un Ki-67 che solitamente si aggira intorno al 70%
36
 (vedi 
Figura 2). 
 
Il 15% circa dei tumori “tripli negativi” che non rientrano in questa categoria appartengono 
al gruppo dei “non basal-like” e sono rappresentati principalmente da neoplasie luminal B, 
che una minor espressione dei RO rispetto ai luminal A. (vedi Tabella 4) 
 
 
 
 
2.3 I “tripli negativi”: caratteristiche e peculiarità 
 
I carcinomi della mammella “tripli negativi” rappresentano un 10-17% del totale, con 
un’età di insorgenza più bassa rispetto alla media (intorno ai 50 anni) ed un decorso clinico 
più aggressivo. Si tratta di tumori poco responsivi ai protocolli terapeutici convenzionali, 
per cui si evidenzia uno sproporzionato numero di casi metastatici e di morti legate alla 
malattia rispetto alla media, il tempo intercorrente tra la ricaduta della malattia e il decesso 
in queste pazienti è molto più breve rispetto alla media
37
. (vedi Figura 3) 
Se consideriamo, ad esempio, una donna di 50 anni operata per un nodulo di 3.5cm di 
carcinoma duttale infiltrante, con 3 linfonodi interessati da malattia e nessuna evidenza di 
metastasi a distanza, il suo rischio basale di ricaduta sarà del 60%. Il rischio di ricaduta si 
attesta a circa 25% se il tumore esprime i recettori ormonali, potendo in questo caso 
utilizzare sia ormonoterapia che chemioterapia adiuvante. Anche in caso di tumori HER-2 
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positivi trattati con chemioterapia adiuvante associata a trastuzumab, il rischio di ricaduta 
si calcola intorno al 25% mentre si attesta intorno al 30-40% nei tumori tripli negativi che 
possono avvalersi esclusivamente della chemioterapia adiuvante
35
. 
 
I tumori mammari “tripli negativi” tendono ad avere un alto rischio di recidive precoci, con 
un picco intorno a  1-3 anni e poi si assestano
35
, dopo 5 anni il rischio di ricaduta diventa 
inferiore a quello dei tumori della mammella ormonoresponsivi. (vedi Figura 4). 
 
Anche i siti di metastatizzazione nei diversi sottotipi di tumori mammari appaiono diversi: 
le pazienti “triple negative” hanno un alto rischio di ricadere a livello viscerale ed un 
rischio relativamente basso di incorrere in un coinvolgimento osseo, diversamente da ciò 
che accade nel sottotipo ER+
38
 (vedi Tabella 5). 
Altri dati hanno dimostrato un elevato rischio di coinvolgimento del sistema nervoso 
centrale (SNC) nel corso della malattia in pazienti con tumori triplo negativi (46%) 
37,39
. 
 
 
Da un punto di vista terapeutico, in letteratura si parla di “paradosso dei tumori triplo 
negativi”40, è stato visto come questi tumori siano particolarmente responsivi alla 
chemioterapia citotossica adiuvante, ma che questa in realtà frequentemente incida poco 
sulla sopravvivenza delle pazienti stesse. Dati di recenti studi clinici hanno dimostrato, in 
generale, che i soggetti con RO negativi rispondono meglio ai trattamenti adiuvanti ma 
anche neoadiuvanti, rispetto ai luminal A e B, e che se le pazienti con tumori triplo 
negativi rimangono libere da malattia per almeno 3 anni, esse tendono a sopravvivere 
senza recidive
41,42
. 
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Capitolo 3. Il ruolo della caratterizzazione genetica nelle pazienti 
con tumore “triplo negativo” 
 
Ad oggi una storia familiare positiva è uno dei più importanti fattori di rischio per lo 
sviluppo di cancro al seno. Si stima che circa il 5-10% di tutti i tumori della mammella  
abbia una base ereditaria. Queste famiglie sono spesso caratterizzate da una precoce età di 
insorgenza della neoplasia mammaria e spesso da una associazione con tumori ovarici, 
tumori mammari bilaterali e tumori mammari maschili. I tumori “basal-like” in generale 
mostrano un alto grado di instabilità genomica, con numerose alterazioni riguardanti geni 
implicati nella genesi del cancro della mammella. 
 
 
3.1 La mutazione di BRCA1 e BRCA2: aspetti molecolari, clinici e 
importanza nelle pazienti con tumore “triplo negativo” 
Le mutazioni germinali dei geni BRCA1e BRCA2 sono sicuramente le maggiormente 
rappresentate nel tumore mammario ereditario, anche se studi più recenti hanno dimostrato 
che queste rappresentano solo il 25-28% del rischio familiare
43
. Anche se tali mutazioni 
conferiscono un alto rischio di tumore mammario e ovario, la penetranza di questi geni è 
incompleta ed essa dipende da diversi fattori, tra cui il tipo di mutazione e fattori esogeni 
legati prevalentemente allo stile di vita, sappiamo infatti che l’esercizio fisico adeguato ed 
il controllo del peso durante l’adolescenza sono associati ad un significativo ritardo 
nell’esordio del tumore mammario. E 'stato dimostrato che alleli di suscettibilità comuni 
del tumore mammario possono agire significativamente sul rischio di neoplasia nei 
portatori di mutazioni in BRCA1 e BRCA2, tale fatto potrebbe spiegare perché il rischio 
sembra essere più alto nelle donne provenienti da famiglie in cui si riscontrano più casi di 
cancro alla mammella
44
. 
 
Sia BRCA1 che BRCA2 hanno una struttura genomica complessa.BRCA1 è composto da 
24 esoni codificanti una proteina molto grande di 1.863 amminoacidi, mentre BRCA2 
consiste di 27 esoni che codificano per una proteina ancora più grande di 3418 
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amminoacidi; in entrambi i geni il primo esone è non codificante e l’esone 11 è 
notevolmente grande
45,46
. BRCA1 e BRCA2 funzionano come geni oncosoppressori e sono 
importanti nel mantenimento della stabilità genomica attraverso la segnalazione di danni 
del DNA e della loro riparazione (infatti durante la fase S della mitosi cellulare 
l’espressione dei loro livelli aumenta). Entrambi sono implicati nella riparazione delle 
rotture a doppio filamento attraverso ricombinazione omologa (HR) grazie ad interazioni 
con RAD51. Una volta verificatosi il danno al DNA, BRCA1 va ad associarsi a RAD51 e a  
localizzare la regione danneggiata, fosforilandosi. BRCA2 funziona a valle 
dell’associazione BRCA1+RAD51 e la sua funzione primaria è quella di facilitare la 
ricombinazione omologa. Cellule deficienti  per BRCA1 o BRCA2 non sono in grado di 
riparare le rotture a doppio filamento per ricombinazione omologa, con conseguente 
instabilità cromosomica
47,48
. BRCA1 ha anche funzioni aggiuntive nella riparazione del 
DNA, dal momento in cui appartiene al BASC (BRCA1 Associated Genome Surveillance 
Complex) ed appare coinvolto nella riparazione per escissione associata a trascrizione, nel 
rimodellamento della cromatina e, insieme a BARD1, nel processo di ubiquitinazione, per 
cui particolari proteine vengono individuate ed inviate al proteasoma per essere 
degradate
49,50
. 
Nel BIC (Breast Cancer Information Core) del Luglio 2014 sono state riportate in tutto 
1790 distinte mutazioni, polimorfismi e varianti geniche di BRCA1 e 2000 di BRCA2
43
; le 
più comuni mutazioni patogenetiche sono rappresentate da piccole delezioni, inserzioni e 
mutazioni nonsense che esitano nella formazione di proteine tronche, dunque non 
funzionali. L’interpretazione clinica del potenziale patogenetico di questi disordini è, 
tuttavia, spesso di difficile interpretazione. 
 
La maggior parte dei tumori mammari con mutazioni di BRCA1 e BRCA2 (>80%) sono 
carcinomi duttali infiltranti di alto grado
51,52
. Vengono diagnosticati prevalentemente prima 
del 50 anni d’età. 
Un studio recente ha esaminato i dati di 4.325 pazienti mutate in BRCA1 e 2.568 in 
BRCA2 ed è emerso che il 78% dei tumori BRCA1 mutati non esprimevano recettori 
ormonali mentre solo il 23% dei tumori BRCA2 mutati non esprimevano recettori 
ormonali. L’iperespressione di HER-2 era presente solo in circa il 10% dei tumori BRCA1 
o BRCA2 mutati. Di conseguenza il 69% dei tumori BRCA1 mutati e 16% dei tumori 
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BRCA2 mutati erano triplo negativi
53
. La relazione tra mutazioni di BRCA1 e bassa 
espressione dei recettori ormonali è significativamente diversa da ciò che accade nei 
tumori sporadici. E’ stato anche notato che le neoplasie BRCA1 mutate si associano più 
spesso a mutazioni di p53 rispetto a quelle sporadiche, e ciò probabilmente riflette l’alta 
frequenza ed i diversi patterns di mutazioni somatiche di TP53
54,55
: Tra  queste 
l’inattivazione di BRCA1 o BRCA2 conduce all’arresto del ciclo cellulare per l’attivazione 
della proteina p53. Mutazioni nel gene che codifica p53 (TP53) appaiono suggestive di un 
meccanismo in grado di  sfuggire all’arresto del ciclo cellulare. Diversamente dai BRCA1, 
per cui più del 75% di queste neoplasie risulta associata al fenotipo “triplo negativo” o 
“basal-like”56, i tumori BRCA2 mutati appaiono più simili ai tumori sporadici e sono 
maggiormente correlati coi fenotipi luminal A e B. Non appare comunque valido il 
contrario, in quanto la maggior parte dei tumori appartenenti al sottotipo “basal-like” è di 
tipo sporadico, per cui non mostra componenti ereditarie
35, 
nelle pazienti con tumore 
mammario triplo negativo (TNBC) la prevalenza di mutazioni in BRCA va dal 6.5 al 
34.4%
57
. ( vedi Figura 5) 
Dall’analisi delle funzioni e delle caratteristiche di BRCA1 e BRCA2 e di altri geni 
implicati nel processo della cancerogenesi come il già noto TP53, oppure  ancora in fase di 
studio come CHEK2, PTEN, risulta importante sottoporre a test genetici giovani donne con 
familiari di primo grado affetti da carcinoma mammario e/o ovario particolarmente se 
insorto in giovane età,  per stimare il rischio di contrarre un tumore mammario  sulla base 
del loro corredo genico. Una volta stabilita la necessità di sottoporsi al test mediante un 
colloquio con un genetista medico, un oncologo e uno psicologo (counseling genetico), si 
procede ad un prelievo di sangue dal quale verrà estratto il DNA da esaminare. Dal 
sequenziamento del gene in esame si potrà sapere se è presente una mutazione oppure una 
delezione con significato patogenetico. Aver ereditato la mutazione non significa contrarre  
sicuramente la malattia, piuttosto equivale ad avere un rischio molto più elevato di 
sviluppare tumore mammario e/o ovarico rispetto alla popolazione generale. Il test 
genetico non è, dunque, uno strumento di prevenzione nel senso classico del termine, ma si 
limita a fornire informazioni sul rischio di ammalarsi di tumore al seno nel corso della vita, 
e deve essere offerto solo in caso di reale necessità, dopo una consulenza appropriata per 
valutare in base alla storia personale e familiare l’effettiva probabilità di possedere una 
mutazione in BRCA1 o BRCA2, in modo da selezionare al meglio il campione. Se tutele 
condizioni vengono soddisfatte viene eseguitoli test sul sangue.. In base al risultato del test, 
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il genetista medico e l'oncologo creeranno un piano di prevenzione individuale. La 
presenza di mutazione in questi geni permette di offrire il test ai famigliari sani che 
potrebbero aver ricevuto la mutazione. Il piano di prevenzione prevede di sottoporsi a 
controlli più frequenti e mirati, non solo mammografia annuale ed ecografia semestrale ma 
anche Risonanza Magnetica mammaria annuale, che permetteranno di gestire al meglio il 
rischio e di individuare un eventuale tumore nelle sue fasi più precoci. Se il soggetto in 
esame presenta un rischio veramente elevato di contrarre tale neoplasia può decidere anche 
di sottoporsi a mastectomia profilattica bilaterale. 
 
3.2 Altre mutazioni geniche correlate al tumore della mammella: aspetti 
molecolari, clinici e importanza nelle pazienti con tumore “triplo negativo” 
Alcune rare varianti geniche sono implicate in un aumentato rischio di sviluppare tumore 
mammario; queste coinvolgono geni ad alta penetranza quali TP53, CDH1, PTEN e 
CHEK2, e geni a moderata-bassa penetranza come  BARD1, BRIP1 e PALB2
58
. In genere 
molti di questi geni sono coinvolti nel mantenimento dell’integrità genomica e nei 
meccanismi di riparazione del DNA. Questi geni a moderata o bassa penetranza possono 
essere di ausilio per spiegare quella piccola frazione di famiglie in cui non è presente una 
mutazione in BRCA1 e BRCA2  ma che mostrano comunque un’alta incidenza di tumori al 
seno. 
 
BARD1 (BRCA1-associated RING domain protein1) è un gene che codifica per una 
specifica proteina essenziale per la stabilità dell’eterodimero BARD1-BRCA1 che si forma 
dall’interazione tra questi geni. Questa interazione è interrotta da sostituzioni 
aminoacidiche tumorigeniche che avvengono in BRCA1
59
,  alcuni studi hanno evidenziato 
che la perdita di un locus di BARD1 costituisce un altro meccanismo di inattivazione di 
BRCA1
60. BARD1 è, inoltre, coinvolto nel fenomeno dell’apoptosi cellulare attraverso il 
legame e la stabilizzazione di p53, indipendentemente da BRCA1. Mutazioni di BARD1 
sono alla base di vari tumori mammari ed ovarici
61
. 
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BRIP1 (BRCA1-interacting protein1) è un gene che interagisce con BRCA1
62
, svolgendo 
un ruolo importante nelle riparazioni delle rotture a doppio filamento del DNA che 
possono sottostare allo sviluppo di cancro alla mammella. Esso può essere bersaglio di 
varie mutazioni germinali che conducono alla formazione di un tumore della mammella
63
. 
 
PALB2 (partner and localizer of BRCA2) è un gene che codifica per una proteina 
responsabile della riparazione di rotture a doppio filamento del DNA, che consente la 
stabilità genomica; interagendo col gene BRCA2
64, ne consente l’accumulo e la 
localizzazione stabile intranucleare. PALB2 lega anche direttamente BRCA1 e 
contribuisce alla formazione del complesso molecolare BRCA1-PALB2-BRCA2 che 
interagisce direttamente con la ricombinasi RAD51 per stimolare la ricombinazione 
omologa
65
. Sue varianti geniche sono correlate con un rischio maggiore di sviluppare 
cancro alla mammella, mutazioni eterozigoti in PALB2 sono state recentemente 
evidenziate in una proporzione sostanziale di cancri al seno familiari
66
. I tumori mammari 
PALB2-mutati sono associati ad un fenotipo più aggressivo e ad un più alto grading 
rispetto ai tumori mammari sporadici
67,68
. Fino ad oggi è stato dimostrato che quasi il 40% 
dei tumori al seno PALB2-mutato mostra un fenotipo “triplo negativo”69, anche se questa 
prevalenza merita di essere ulteriormente indagata. 
 
CDH1 è un gene onco-soppressore che codifica per la caderina 1 o caderina epiteliale (E-
cadherin); sue mutazioni sono implicate nella genesi di tutta una serie di neoplasie 
(gastrica, mammaria, colon-rettale, tiroidea ed ovarica) e concorrono alla progressione 
della neoplasia e alla sua diffusione metastatica: La down-regolazione della caderina 
epiteliale diminuisce la forza di adesione cellulare nei tessuti, che risulta in un incremento 
della motilità cellulare, che può portare anche le cellule tumorali ad oltrepassare la 
membrana basale cellulare, invadendo i tessuti circostanti. Di solito questa proteina è 
ridotta o assente nella maggior parte dei carcinomi lobulari infiltranti mammari
70
. 
 
PTEN (phosphatase and tensin homolog) è anch’ esso un gene onco-soppressore situato 
sul cromosoma 10, che agisce per mezzo della fosfatasi che codifica, la quale agisce nel 
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ciclo cellulare prevenendo la crescita e la divisone troppo rapide delle cellule
71
. Questo è 
mutato dalla letteratura in un 25-30% dei casi
72
. 
 
CHEK2 è un gene localizzato in q22 che codifica per una protein-chinasi che si attiva in 
risposta ad un danno del DNA, provocando l’arresto del ciclo cellulare nelle cellule 
danneggiate. CHEK2 ha la caratteristica di stabilizzare la p53 provocando l’arresto 
cellulare in G1 e di interagire e fosforilare BRCA1, ripristinandolo a seguito di danni al 
DNA. Una delezione in posizione 1100 di questo gene è associata ad un maggior rischio, 
seppur moderato, di cancro alla mammella, soprattutto nella popolazione europea
73
. 
 
Il ruolo delle mutazioni di BARD1, BRIP1, PALB2, CDH1, PTEN, CHEK2 nel costituire 
un fattore di rischio per tumore alla mammella è incerto: anche se alcuni studi hanno 
evidenziato che modificazioni in questi possono influenzare tale rischio, altri studi non 
hanno sostenuto questa associazione
74
. 
 
 
3.3 La mutazione di TP53: aspetti molecolari, clinici e importanza nelle 
pazienti con tumore “triplo negativo” 
Il gene TP53, localizzato nel cromosoma p17, codifica per la proteina p53, molto 
importante nella regolazione del ciclo cellulare degli organismi multicellulari, che viene 
definita anche “il guardiano del genoma”. TP53 è, quindi, un gene onco-soppressore 
necessario per la prevenzione dal cancro
75
. Tuttavia negli ultimi anni, si è reso evidente che 
le mutazioni nel gene TP53 possono guidare la migrazione tumorale e la genesi di 
metastasi, suggerendo come non sia critica solo l’inattivazione di p53 per l’iniziazione 
neoplastica
76
. Nelle cellule normali p53 ha una breve emivita (pochi minuti), ma le 
mutazioni missenso che vanno ad interessare il gene che la codifica hanno il potere di 
stabilizzarla attraverso modificazioni post-trascrizionali ed accumulo nei nuclei cellulari. 
 
33 
 
Nel carcinoma mammario la mutazione somatica di p53 è spesso associata alla 
progressione tumorale, alla resistenza alla terapia e ad una prognosi peggiore; tuttavia, la 
sua frequenza di mutazione  (circa 25%) è inferiore a quella prevista per una proteina che 
gioca un ruolo cruciale nel mantenimento dell’ integrità genomica77. Ciò è avvalorato da 
vari studi in cui è stato dimostrato che le firme di espressione genica disregolata di p53 
siano in grado di predire meglio rispetto alle mutazioni di p53 il risultato e la risposta dei 
tumori mammari alla chemioterapia
76
. Per questo, il suo impiego come marker prognostico 
di neoplasia della mammella è tuttora controverso ed essa non viene impiegata nella 
pratica clinica per le nuove diagnosi di tumori mammari
78
. 
 
Il fenotipo “basal-like” è più frequentemente mutato in TP53 (83%) rispetto ai tumori 
luminali, normali ed HER-2 mutati (15%)
79,80
, così come i soggetti BRCA1 mutati
81
; è 
interessante notare che le mutazioni di TP53 nei tumori “basal-like” sono più 
frequentemente di tipo nonsense e frame-shift, in contrasto con quelle riscontrabili nei 
tumori luminali, che solitamente sono di tipo missense. In generale, la p53 è deleta o 
mutata nei tumori mammari triplo negativi nel 60-80% dei casi. 
 
Alcuni studi hanno, inoltre, dimostrato che alti livelli di espressione di Ki67 (>10%) ma 
non di p53 in tumori triplo negativi siano associati significativamente a maggiore 
probabilità di metastatizzazione in questo sottogruppo di tumori, per cui si ritiene che Ki67 
abbia un valore prognostico migliore di p53
82
. 
 
 
 
 
 
 
34 
 
Capitolo 4. Analisi delle mutazioni dei geni di suscettibilità del 
cancro della mammella in una coorte di pazienti con tumori  “triplo 
negativi” non selezionate per storia familiare e successiva 
valutazione dell’outcome 
 
 
4.1 Introduzione e razionale 
Il tumore mammario “triplo negativo” rappresenta un sottotipo istologico particolarmente 
aggressivo, con limitate opzioni di trattamento ed una prognosi molto spesso infausta
83
; per 
questo ad oggi le pazienti che rientrano in questa categoria sono spesso sottoposte a 
protocolli terapeutici di studio, con l’intento di individuare classi di farmaci idonei alle loro 
condizioni molecolari tumorali
84
. 
Dall’ altra parte è stato dimostrato che mutazioni germinali di geni quali BRCA1 e BRCA2 
aumentano notevolmente il rischio di sviluppare un tumore della mammella
85
, così come 
stanno nascendo considerazioni sempre più convincenti ed avvalorate del ruolo 
patogenetico di mutazioni germinali di molti altri geni presenti nel nostro DNA
86
. 
Da qui la necessità e l’interesse di valutare l’impatto di alterazioni a livello genomico in 
una coorte di pazienti con fenotipo “triplo negativo”, per osservarne l’andamento clinico 
nel tempo e con l’obiettivo futuro che possano moltiplicarsi studi diretti ad individuare 
strategie terapeutiche adeguate per queste pazienti, a seguito di valutazione genetica 
preventiva adeguata. 
Sono stati già proposti vari studi che legano il pattern “triplo negativo” all’analisi di vari 
geni di suscettibilità, soprattutto quelli già accertati come patogenetici, nel tumore della 
mammella. Ad esempio una recente analisi del 2014 è stata condotta su 726 pazienti in 
Sardegna, con l’obiettivo di valutare l’associazione tra la presenza di mutazioni BRCA1 e 
BRCA2 e lo stato fenotipico di tumore mammario “triplo negativo” in un campione di 
donne con tumore mammario costituito da pazienti molto giovani al momento della 
diagnosi
87
.  Solo un 3% del campione in esame ha riportato mutazioni germinali in BRCA1 
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e BRCA2  che da soli non spiegano l’elevata incidenza di tumore mammario in questo 
campione. 
 Da questa esperienza e dai dati di letteratura emerge la necessità di identificare altri geni 
che potrebbero essere implicati nell’insorgenza precoce di tumori mammari triplo negativi 
e che potrebbero essere utili per identificare ulteriori sottogruppi di tumori triplo negativi.  
 
2 Disegno, materiale e metodologia 
 
Disegno dello studio 
Partendo da queste considerazioni, sono stati analizzati i dati clinici di pazienti donne 
affette da tumore della mammella con fenotipo “triplo negativo”, valutate 
retrospettivamente nel  Polo Oncologico di Pisa. 
Le informazioni cliniche sono state raccolte in un database elettronico predefinito ed 
elaborate al termine della raccolta dei dati. 
 
 
Obiettivo dello studio 
 
L’ obiettivo dello studio è valutare l’andamento clinico delle pazienti inserite nell’analisi 
per verificare soprattutto se la presenza di mutazioni patogenetiche note o predette incide 
in maniera significativa sul loro outcome. 
 
 
Selezione dei pazienti 
 
Lo studio è stato condotto in collaborazione col centro di Genetica Oncologica di Pisa 
diretto dalla Dottoressa Adelaide Caligo. 
Nell’analisi sono state arruolate pazienti donne affette da tumore della mammella con 
fenotipo “triplo negativo”, delle quali è stato possibile reperire del DNA di ottima qualità 
estraibile da porzioni di tumore mammario conservato e congelato a seguito dell’intervento 
36 
 
chirurgico cui erano state sottoposte. Si tratta per la maggior parte di campioni di neoplasie 
mammarie asportate e congelati e conservati accuratamente nella banca del tessuto 
dell’Anatomia Patologica 1 di Pisa dal  Prof. Bevilacqua.  
Sui campioni selezionati, oltre a verificare l’effettiva negatività di espressione dei recettori 
ormonali estrogenci e progestinici e di HER-2 per mezzo di MLPA (Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification), è stata condotta un’ampia analisi genetica per indagare 
ben 24 geni potenzialmente implicati nella tumorigenesi del carcinoma mammario.  
Il nostro studio focalizza la propria attenzione solo su 9 di questi, in quanto risultati più 
significativi nel campione in esame e per i quali la letteratura riporta informazioni più 
complete e confermate della patogenicità del loro stato mutazionale.  
 
 
Sono state ritenute eleggibili per lo studio, e quindi incluse nell’analisi, 36 pazienti su 140 
pazienti delle quali erano disponibili i campioni operatori congelati, dotate delle seguenti 
caratteristiche:   
 
 Disponibilità di una porzione di tumore congelato su cui effettuare le analisi 
geniche 
 Recettori ormonali estrogenici e progestinici  negativi 
 HER-2 0 oppure +1 valutato con tecnica immunoistochimica 
 HER 2 +2 valutato con tecnica immunoistochimica e  FISH non amplificata 
 Stato mutazionale di BRCA1, BRCA2, BARD1, PALB2, BRIP1, CDH1, PTEN, 
CHEK2, TP53  
 Dati clinici noti 
 Follow-up di almeno 10 anni 
 
E’ importante sottolineare come le pazienti che sono entrate a far parte della coorte di 
studio non sono state selezionate precedentemente per storia familiare, ciò significa che 
queste non si erano sottoposte ad alcun test genetico in passato, per cui il campione 
ottenuto è puramente casuale, sporadico e rispecchia, nel piccolo le percentuali di 
mutazioni che si riscontrano di solito nella popolazione generale. 
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Dal punto di vista genico sono stati utilizzati dei filtri per selezionare le mutazioni degne di 
significato da poter inserire nella casistica in esame:  
 
1. Filtro di frequenza 
 
Soltanto le varianti mutazionali dei geni indagati con una frequenza inferiore all’1% nella 
popolazione generale sono state incluse nell’analisi, in quanto considerate rare e quindi più 
probabilmente di significato patogenetico. 
 
2. Filtro qualitativo 
 
Per il sequenziamento dei geni è stato utilizzato il sistema PGM Ion-Torrent, che permette 
di analizzare molti geni contemporaneamente attraverso il rilevamento di ioni idrogeno che 
vengono rilasciati durante la polimerizzazione del DNA. Nello studio sono state incluse 
pazienti per le quali è stato ottenuto un numero sufficiente di sequenze dopo 
l’amplificazione dei loro geni, per cui il campione di DNA di ognuna doveva risultare 
sufficiente per le analisi e con caratteristiche idonee alla metodologia genetica impiegata. 
 
3. Filtro basato su tools bio-informatici 
 
L’ultimo passaggio per la selezione delle pazienti da inserire nel lavoro è stato basato sull’ 
impiego di software bioinformatici, in particolare SIFT e POLYPHEN, in grado di fornire 
informazioni utili sull’impatto funzionale delle varie mutazioni geniche nella popolazione 
in esame. Il primo (Sort Intolerant from Tolerant) predice se una certa sostituzione 
aminoacidica alteri la struttura e di conseguenza la funzione. della proteina in esame. Il 
secondo (Polymorphism Phenotyping v2) arriva allo stesso risultato utilizzando però  
semplici considerazioni fisiche e comparative. 
 
 
Tutte queste informazioni e quelle derivate dai dati della letteratura, hanno permesso di 
candidare alla nostra analisi un numero di donne con tumore mammario “triplo negativo” 
non selezionate per storia familiare, esiguo ma congruo e soprattutto caratterizzato da 
mutazioni sicuramente o almeno ad probabilità di essere patogenetiche.  
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Considerazioni statistiche 
Una volta selezionato il campione di studio ed indagato dal punto di vista molecolare e 
genetico, questo è stato valutato anche dal punto di vista clinico, per verificare 
l’andamento della malattia nei singoli individui nel tempo. Il tempo alla progressione di 
malattia (DFS, Disease Free Survival) é stato calcolato, in mesi, dalla data di chirurgia 
mammaria fino alla data di eventuale ricomparsa di malattia o alla data di ultimo follow-up 
effettuato.   
I dati così ottenuti sono stati sottoposti ad un’analisi statistica. Le curve di  DFS sono state 
effettuate con il metodo di Kaplan-Meier, che viene utilizzato per stimare la funzione di 
sopravvivenza di una certa popolazione e che viene spesso impiegato nella ricerca medica 
oncologica per misurare la frazione di pazienti che vive per una certa quantità di tempo a 
seguito del trattamento tumorale completo. Le eventuali differenze in  DFS tra gruppi sono 
state valutate con il Log-Rank Test.  
Le analisi sono state effettuate utilizzando il software statistico SPSS/PC+11.5 (LEAD 
Technologies, USA). 
 
 
4.3 Risultati 
Caratteristiche dei pazienti 
Nel presente studio sono state incluse 36 pazienti delle quali è stato possibile reperire 
materiale biologico idoneo su cui condurre le analisi genetiche in base alle procedure 
laburistiche adottate, e delle quali fossero disponibili dati clinici certi e un follow-up di 
almeno 10 anni. In questo modo il campione anche se numericamente limitato risulta 
omogeneo per caratteristiche e ben selezionato. 
Le principali caratteristiche cliniche della popolazione sono descritte nella Tabella 6. 
 
L’età mediana della popolazione inclusa nello studio al momento della diagnosi di 
carcinoma mammario è di 52 anni (range: 27-72 anni), dato che conferma l’esclusione di 
selezione del campione in base alla storia familiare. 
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Le neoplasie sono risultate essere tutte di istotipo duttale infiltrante, di grading elevato 
(quasi tutte G3, pochi casi di G2) e di dimensioni comprese per la maggior parte tra 1.5-2 e 
5 cm.. L’indice di proliferazione delle cellule tumorali valutato con Mib1 benché non 
disponibile per la maggior parte delle pazienti in esame, si è dimostrato molto elevato ove 
disponibile (range: 18-80%). Le pazienti con progressione di malattia hanno dimostrato più 
frequentemente metastasi viscerali piuttosto che scheletriche. 
Tutti questi dati avvalorano quelli di letteratura esistenti circa le caratteristiche molto 
aggressive dei tumori mammari “tripli negativi”, che correlano a fattori prognostici 
decisamente negativi.  
 
 
Analisi mutazionali geniche condotte sulle pazienti dello studio e loro significato 
patogenetico: 
 
 BRCA1 e BRCA2: le mutazioni di tali geni riscontrate in 7 pazienti su 36 totali 
(19.5%) hanno tutte significato patogenetico certo, come confermato dalla 
letteratura; la loro frequenza nella coorte in esame rispecchia quella media della 
popolazione generale come riportato in letteratura. 2 pazienti BRCA1-mutate e 
l’unica riscontrata BRCA2-mutata hanno riportato progressione di malattia nella 
sua storia clinica.   
 
 BARD1: 2 pazienti su 36 totali (5.6%) presentano una mutazione missense predetta 
patogenetica che consiste in una sostituzione aminoacidica (Cys557Ser) già 
riscontrata anche in altri lavori presenti in letteratura. Una paziente su 2 del nostro 
campione portatrice di tale mutazione ha manifestato progressione di malattia nella 
sua storia clinica. 
 
 PALB2: 3 pazienti su 36 totali (8.3%) presentano una mutazione missense predetta 
patogenetica, che consiste in una sostituzione aminoacidica (G998E) già 
evidenziata anch’essa nella letteratura più recente; 
 
 BRIP1: risulta mutata 1 sola paziente su 36 totali (2.8%) e si tratta di una mutazione 
missense predetta patogenetica, sulla quale si trovano dati contrastanti in letteratura 
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(alcuni la danno per altamente patogenetica, altri no); anche in questo caso abbiamo 
una sostituzione aminoacidica (Pro47Ala), da notare che questa mutazione è 
presente in una paziente anche BRCA1 mutata. 
 
 CDH1: risulta mutata 1 sola paziente su 36 totali (2.8%) e si tratta di un frame-shift, 
cioè di una delezione di basi, anch’essa predetta patogenetica; 
 
 PTEN e CHEK2: dato interessante è che nessuna paziente dell’ analisi risulta 
mutata per nessuno di questi due geni di suscettibilità, che secondo i dati di 
letteratura risultano comunque connessi sempre per mezzo di mutazioni predette 
patogenetiche alla genesi del tumore mammario; 
 
 TP53: la maggior parte delle pazienti analizzate (26 su 36 totali, 72.2%) risulta 
mutata in questo gene, come confermato dai dati di letteratura riguardanti i tumori 
mammari “triplo negativi”.  Si tratta di mutazioni per la maggior parte somatiche e 
solitamente di tipo missense, che probabilmente concorrono in un secondo 
momento al verificarsi dell’ evento tumorale vero e proprio, slatentizzando spesso 
una condizione predisponente silente. 
 
 
4.4 Discussione e conclusioni 
Alla luce di questi risultati, il nostro lavoro, seppur condotto su un campione 
numericamente basso di popolazione di studio, permette di trarre alcune considerazioni 
importanti che, nonostante in larga parte statisticamente non significative per il ridotto 
numero di soggetti esaminati, potrebbero gettare le basi per analisi successive più ampie. 
Dal confronto tra l’andamento clinico delle pazienti non mutate a livello genico nella 
casistica studiata e quelle mutate per i geni noti patogenetici per il tumore mammario 
BRCA1 e BRCA2 e/o solo predetti tali (BARD1, PALB2, BRIP1 e CDH1), si evince che 
le pazienti con alterazione genica mostrano un outcome migliore rispetto alle non alterate: 
in linea generale, tracciando la funzione di sopravvivenza sulla base del DFS (data 
diagnosi etp mammella - data ricaduta di malattia, in mesi) calcolata mediante il sistema 
Kaplan-Meier e relativa al gruppo in esame, si vede come nel 60% dei casi il DFS sia 
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maggiore o uguale a 60 mesi, per cui la maggior parte delle nostre pazienti non ha 
presentato recidiva di malattia ad un tempo maggiore o uguale a 5 anni dalla diagnosi della 
malattia mammaria. Questo dato risulta in accordo con la letteratura, dove si evidenzia  
grazie a numerosi studi che le neoplasie mammarie “triple negative” hanno una prognosi 
peggiore con maggior rischio di ricaduta entro 2-3 anni dalla loro diagnosi
88
. Per quanto 
riguarda le donne BRCA1-mutate che da un punto di vista numerico appaiono più 
significative rispetto alle pazienti con mutazione negli altri geni analizzati (anche se non in 
maniera  statisticamente significativa p = 0.62), ad esempio, si vede come nel 65% dei casi 
il DFS sia maggiore o uguale a 60 mesi (ricordiamo che le pazienti non sono state 
selezionate per storia familiare). 
I geni PTEN e CHEK2, invece, non sono risultati mutati in alcun individuo della 
popolazione in esame, probabilmente per l’esiguità del campione. 
Un discorso a parte va fatto per il gene TP53 (vedi Figura 6). Dall’ analisi della funzione di 
sopravvivenza condotta mediante il sistema Kaplan-Meier si evince che le pazienti non 
mutate per questo gene hanno una prognosi migliore rispetto alle mutate, 80% delle non 
mutate mostra un DFS maggiore o uguale a 30 mesi, mentre il 55% delle mutate  una DFS 
maggiore o uguale a 65 mesi. Anche questo dato, però, non risulta essere statisticamente 
significativo (p = 0.34) effetto dovuto anche in questo caso alla numerosità ridotta del 
campione in esame.  
 
Effettuando, poi, un confronto globale tra le curve di sopravvivenza tra le pazienti mutate 
almeno per un gene di suscettibilità specifico per il tumore mammario (TP53 escluso visto 
che questo risulta aspecifico in quanto alterato in numerosissimi processi neoplastici) e 
quelle non mutate per alcuno di questi geni, si evince che dimostrano un andamento clinico 
più favorevole proprio quelle in cui si ha riscontro di alterazioni geniche (Figura 7); circa il 
70% delle mutate, infatti, mostra un DFS maggiore o uguale a 65 mesi, contro il 55% delle 
non mutate che ha un DFS maggiore o uguale a 70 mesi (anche tale dato, però, non è 
considerabile come statisticamente significativo sempre per la numerosità ridotta del 
campione in esame, p = 0.47). 
 
Se analizziamo, infine, il dato terapeutico che caratterizza la popolazione in esame, 
possiamo vedere che tutte le 36 pazienti in esame erano state trattate con chemioterapia 
preventiva. In particolare 35 pazienti su 36 erano state sottoposte a chemioterapia 
adiuvante, una paziente su 36 a chemioterapia neo-adiuvante. I trattamenti farmacologici  
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utilizzati sono stati prevalentemente: CMF (Ciclofosfamide, Methotrexate, 5 Fluorouracile) 
e FEC (5 Fluorouracile, epirubicina, ciclofosfamide). I taxani non erano entrati ancora a far 
parte dei protocolli terapeutici standard. Ricostruendo la storia delle nostre pazienti con i 
dati disponibili si è visto che 17 su 36 erano state trattate con regime FEC, mentre 14 su 36 
con CMF e  le restanti 5 avevano seguito protocolli di studio, con regimi diversi. Per 
questa variabilità di trattamenti non è stato possibile fare un confronto dell’andamento 
clinico in base alla strategia terapeutica adottata. Ciò appare ad oggi anche abbastanza 
irrilevante visto che si sono evoluti e modificati enormemente i regimi terapeutici  per il 
trattamento adiuvante del carcinoma mammario, soprattutto con l’introduzione dei taxani 
nella pratica clinica. Dati attuali evidenziano come i tumori con fenotipo triplo negativo 
appaiano spesso resistenti ai trattamenti adiuvanti standard contenenti antracicline e 
taxani
89
.  
 
In realtà ad oggi sta prendendo sempre più campo il concetto di “letalità sintetica”, che ci 
aiuta a spiegare questo andamento apparentemente più favorevole dell’andamento clinico 
nelle pazienti mutate per i geni di suscettibilità del tumore mammario rispetto alle non 
mutate. Sembra infatti, come conferma anche la letteratura più recente, che le cellule 
alterate geneticamente perdano la capacità di riparare i danni del DNA a seguito di tali 
modificazioni, per cui non risultano più in grado di resistere all’azione di certi trattamenti 
farmacologici che hanno la facoltà di provocarne l’apoptosi. Ciò appare in contrasto con 
quello che sembrano fare, invece, le cellule tumorali non mutate, le quali mantengono la 
loro capacità di fronteggiare le strategie terapeutiche adottate, riuscendo a sfuggire  
all’attività dei farmaci citotossicici con il risultato di una prognosi generalmente 
peggiore
90,91
. 
Recenti studi clinici hanno dimostrato, ad esempio, l’efficacia del trattamento con una 
categoria di farmaci: gli inibitori di PARP nel trattamento del tumore mammario BRCA1-
mutato
92,93 Lo sviluppo di questi farmaci si basa proprio sul concetto di “letalità sintetica”. 
Gli studi condotti da Puppe e colleghi
94
 hanno anche identificato un altro potenziale target 
di “letalità sintetica”, il gene EZH2 che viene iperespresso in maniera significativa nei 
tumori della mammella mutati o deficienti in BRCA1, e gioca un ruolo importante nella 
regolazione dell’auto-rinnovo e della differenziazione delle cellule staminali normali. 
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La nostra analisi pone le basi per istituire ulteriori studi prospettici, possibilmente su 
casistica più ampia di popolazione, in modo da ottenere risultati statisticamente 
significativi e  per valutare effettivamente quanto l’impatto di queste numerose mutazioni 
geniche incida in maniera sull’andamento clinico di un tumore mammario. Avendo a 
disposizione anche una casistica più recente e un dato terapeutico attuale sarebbe, inoltre, 
possibile effettuare un confronto di outcome sulla base del tipo di trattamento 
chemioterapico adiuvante utilizzato, per vedere se sussistono sostanziali differenze tra 
l’azione dei farmaci usati nelle pazienti  con tumore mammario triplo negativo mutate o 
meno.  
La necessità di comprendere a pieno l’effettivo stato genico di ogni individuo può essere di 
ausilio non soltanto come metodica di screening per selezionare i pazienti in base alla loro 
storia familiare, ma in un’ ottica futura per la valutazione delle caratteristiche di una certa 
neoplasia e l’individuazione dello schema terapeutico più adeguato e personalizzato per un 
trattamento che sia risolutivo, in modo da diminuire sempre di più la probabilità di 
progressione della malattia mammaria ed incrementare la sopravvivenza. 
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Tabelle e figure 
 
Tabella1- Classificazione istopatologica dei tumori mammari 
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Tabella2- TNM BC 
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Tabella3- Stadiazione BC 
 
 
 
Tabella4- Sottotipi molecolari di carcinoma mammario 
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Tabella5- Sedi preferenziali di metastatizzazione per i vari sottotipi di tumore mammario 
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Tabella6- Caratteristiche della casistica delle pazienti di studio 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Parametri Sottogruppi N° 
pz 
Mediana % 
 
ETA’ 
<40ANNI 3  
52 ANNI 
 
40-50ANNI 13 
>50ANNI 20 
 
PD 
SI 11  30,5 
NO 24 66,7 
subito MTS 1 2,8 
Mutate in almeno 1gene 
di suscettibilità(escluso 
TP53) 
SI 13 36,1 
NO 26 63,9 
Mutate in BRCA1 SI 6 16,7 
NO 36 83,3 
Mutate in BRCA2 SI 1 2,8 
NO 35 97.2 
Mutate in BARD1 SI 2 5,6 
NO 34 94,4 
Mutate in BRIP1 SI 1 2,8 
NO 35 97,2 
Mutate in PALB2 SI 3 8,3 
NO 33 91,7 
Mutate in CDH1 SI 1 2,8 
NO 35 97,2 
Mutate in PTEN SI 0 0 
NO 36 100 
Mutate in CHEK2 SI 0 0 
NO 36 100 
Mutate in TP53 SI 26 72,2 
NO 10 27,8 
 
Terapia 
FEC 17 47,2 
CMF 14 39,8 
ALTRO 5 13 
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Figura1- Sottotipo “claudin-low” 
 
 
 
 
 
 
 
Figura2- Fenotipo “basal-like” 
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Figura3- OS nei diversi fenotipi di cancro della mammella, in funzione della risposta alla CT 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura4- Comportamento delle “triple negative” nel tumore mammario 
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Figura5- Relazione tra le mutazioni di BRCA1 ed il fenotipo “basal-like” 
 
 
 
 
 
Figura6- DFS (in mesi) tra le pazienti non mutate e quelle mutate in TP53 
 
 
--------------mutate 
                     Non mutate 
 
P=0,34 
53 
 
 
Figura7- Confronto tra le curve di sopravvivenza di pazienti con TNBC mutate in almeno un 
gene di suscettibilità (TP53 escluso) e non mutate 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
P=0,47 
                                    almeno una mutazione 
  ------------------------- nessuna mutazione 
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